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± DERIVES SATURES ET INSATURES DE L'ABIETANE, 
CONJUGUES DERIVES ET UTILISATIONS DANS UNE 
COMPOSITION DIAGNOSTIQUE, UN REACTIF ET UN 
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I'abietane et leurs utilisations. 
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(57) Abstract 

The invention concerns a saturated or unsaturated abietane derivative of general formula (I) wherein: Z is selected among -COOR^, 
-C0NR^R2. -C00NR3R^, -C0R6, -CON, -COOR5. -CHOHR^. -SR^, -0R8. -^CN, -CNO. -CNS. -NCO. ^NCS, -R'R^CR^; wherein 
R^ R2, r3 and R"* represent a hydrogen atom, a Ci-Cio alkyl, a C6-C20 aryl optionally substituted; a C7-C10 alkcne; a Ci-Cio alkyne; 
an aminoacyl or peptidyl optionally substituted; or R^ and R^ or R^ and R^ together can form a cycle or a heterocycle; R^ represents a 
hydrogen, a Ci-Cio alkyl, a Ci^io alkenc, a Ci-Cio alkyne; an aryl. optionally substituted into C6-C20; R^ represents a hydrogen, a 
halogen, a Ci-Cio alkyl, a Ci-Cio alkene, a Ci-Cio alkyne, an aryl optionally substituted into C6-C20; R^ represents a hydrogen, a Ci-Cio 
alkyl, a Ci-Cio alkene, a Ci-Cio alkyne; R^ represents a hydrogen, a Ci~Cio alkyl, a Ci-Cio alkene. a Ci-Cio alkyne; and R^ is selected 
among -CN, -CNO, -CNS, -NCO, and -NCS. The invention also concerns a derived conjugate and the use of said derivative and said 
conjugate in a diagnostic composition, a reagent and a device. 



(57) Abr^^ 

L' invention concemc un d6riv6 saturd ou insaturd de Tabi^tane de formule g6n6rale (I), dans laquelle Z est choisi parmi -COOR^. 
-CONK'R2. -COONR3R4, -^OR^ -CON, -COOR^, -CHOHR7. -SR8, -0R8, -CN, -CNO, -CNS, -NCO, -NCS, -R»R2CR9; ob R«, R2, 
R3 et R"* repr^sentent un atome d*hydrogdne, un alkyle en Ci-Cio» un aryle en C6~C20. 6ventuellement substilu6; un alc6ne en C7-C10; un 
alcyne en Ci-Cio; un aminoacyle ou peptidyle dventuellement subslitud, ou R' et R^ ou R^ et R"* ensemble pcuvent former un cycle ou 
un h6t6rocyclc; R^ repr6senie un hydrogfene, un alkyle en Ci-Cio. un alc6ne en Ci-Cio, un alcyne en Ci-Cio, un aryle, 6vcntuellcmcnt 
substitud en C6-C20; R^ repr6sente un hydrogftne, un halogfene, un alkyle en Ci-Cio> un alcfcne en Ci-Cio, un alcyne en Ci-Cio, un aryle, 
€ventuellement substitu6 en C6-C20; R^ repr6sente un hydrogftne, un alkyle en Ci-Cio, un alcyne en Ci-Cio, un alcyne en Ci-Cio; R^ 
repr6senle un hydrogftne, un alkyle en Ci-Cio, un alc6ne en Ci-Cio, un alcyne en Ci~Cio; et R^ est choisi panni -CN, -CNO, -CNS, 
-NCO et ~NCS; un conjugu^ 66nv6 et rutilisation de ce d6riv6 et de ce conjugud dans une composition diagnostique, un r6actif et un 
dispositif. 
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DERIVES SATURES ET INSATURES DE L'ABIETANE, CONJUGUES 
DERIVES ET UTILISATIONS DANS UNE COMPOSITION DIAGNOSTIQUE , 
UN REACTIF ET UN DISPOSITIF 



La presents invention a pour objet de nouveaux 
derives de I'abietane, de nouveaux conju^/ues derives de 
I'abiStane et leurs utilisations. 

Les nouveaux derives comprennent le squelette de 
base de I'abietane qui repond a la formule ci-dessous 




ladite molecule comprenant en position 18 un groupement 
fonctionnel reactif Z. 

Les nouveaux derives de I'abietane sont 
utilisables dans un grand nombre d' analyses. A titre 
d'exemple, ils peuvent etre utilises directement ou 
indirectement pour le d^veloppement de nouveaux tests de 
diagnostic ; dans le suivi d' une infection, par exemple 
d' une infection virale ; dans le suivi et/ou le dosage de 
produits chimiques et en particulier de produits 
potentiellement polluants. 
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Dans des tests de diagnostic , ils peuvent etre 
utilises soit comme marqueurs, soit pour constituer une 
phase solide universelle, soit pour la production 
d' anticorps monoclonaux ou polyclonaux utilisables a des 
fins diagnostiques . A ce titre, ils peuvent 
avantageusement se substituer a la biotine pour developper 
de nouveaux tests de diagnostic. En effet, il s'agit de 
molecules chimiques que I'on ne retrouve pas chez I'etre 
humain, en particulier dans le serum, ce qui signifie 
qu'ils permettent d'6viter de potentielles interactions 
avec des molecules biologiques. 

Dans le dosage et/ou le suivi de produits 
chimiques, les derives de I'abietane selon 1' invention 
6tant chimiquement relativement inertes, ils peuvent etre 
utilises comme marqueurs dans de nombreux tests de dosage 
de composes chimiques sans perturber les proprietes 
physiques et/ou chimiques et/ou physico-chimiques de ces 
derniers . 

Sur le plan de la synthese, etant 
monofonctionnels, ils sont aisement synthetisables de 
facon chimiospfecif ique. 

A titre d'exemple, on d6veloppera maintenant 
quelques applications des nouveaux derives de I'abietane 
dans des tests de dosages immunologiques : 

Utilisation desdits derives comme marqueurs dans 
un test de diagnostic : 

Les nouveaux derives de l'abi6tane peuvent etre 
utilises comme marqueurs dans un test d' immunoanalyse par 
exemple pour le dosage et/ou la quantification d' anticorps 
sp6cifiques d'un antigene dans un 6chantillon biologique 
par technique de competition. A cet effet, 1' antigene est 
fixe sur une phase solide, telle que par exemple 
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representee par un puits d' une plaque de microti tration . 
L' echantillon bioiogique a doser et urie quantite 
- determinee d' un anticorps conjugue a un derive de 
I'abietane sont ajoutes a la phase solide, et on d^tecte 
5 la formation de complexes antigene / anticorps conjugues a 
un derive de I'abietane a I'aide d'un anticorps dirige 
centre le deriv6 de I'abietane, ledit anticorps 6tant 
marqu6 par tout marqueur approprie. De maniere similaire, 
les derives de I'abietane peuvent etre utilises comme 

10 marqueurs dans un test pour le dosage et/ou la 
quantification d'un antigene dans un 6chantillon 
bioiogique par technique de competition. Dans ce cas, un 
anticorps specif ique de 1' antigene a doser est fixe sur 
une phase solide et on ajoute a la phase solide ainsi 

15 constituee 6 la fois 1' echantillon bioiogique susceptible 
de contenir 1' antigene recherche et une quantity 
predetermin^e d'un derive de 1' antigene conjugue a un 
derive de I'abietane. La formation des complexes 
anticorps / derive de 1' antigene conjugue a un derive de 

20 I'abietane est ensuite mise en evidence par 1' addition 
d'un anticorps dirige centre le derive de I'abietane, 
ledit anticorps 6tant marque par tout marqueur approprife.. 
De meme, les derives de I'abietane sont utilisables comme 
marqueurs dans une technique sandwich pour la recherche 

25 d'un antigene ou d'un anticorps dans un echantillon. A cet 
effetr le complexe immun anticorps/antigene de 
1' echantillon est mis en Evidence par complexation avec un 
second anticorps conjugu6 & un derive de I'abietane ou par 
complexation avec un second antigene conjugue a un deriv6 

30 de I'abietane et la revelation est effectuee a I'aide d'un 
anticorps dirige contre le derive de I'abietane marque, 
ledit anticorps etant marque par tout marqueur approprie. 

Les derives de I'abietane precites sont couples a 
une molecule bioiogique, telle qu' une proteine choisie 



wo 00/07982 PCT/FR99/01846 



parmi les anticorps, les antigenes et les polypeptides, 
directement ou indirectement . Indirectement , ils sont 
couples par 1' intermediaire de composes ayant au moins 
deux fonctions reactives, identiques ou diff^rentes, tels 
5 que des bras espaceurs ou des polymeres naturels ou de 
synthase definis plus en detail ci-apres, Les derives de 
I'abietane ainsi couples sont utilises dans un reactif 
pour le diagnostic, Ainsi/ la presente invention a aussi 
pour objet un reactif comprenant en outre un deriv6 de 
10 I'abietane couple a une proteine choisie parmi les 
polypeptides, les antigenes et les anticorps. 

L' invention concerns aussi 1' utilisation d' un tel 
reactif dans un test de diagnostic et une composition 
comprenant en outre un reactif tel que defini ci-dessus. 

15 

Utilisation des derives de I'abietane pour la 
constitution d'une phase solide universelle : 

A titre d'exemple, des anticorps diriges centre un 
derive de I'abietane sont immobilises sur une phase ou 

20 support solide, directement ou indirectement, et un 
polypeptide ou un oligonucleotide est modifie par fixation 
a une de ses extremites d'un derive de I'abietane, Le 
complexe anticorps dirige contre le deriv§ de 
l'abi§tane / d§rive de 1' abietane-polypeptide ou le 

25 complexe anticorps dirige contre le deriv6 de 
I'abiStane / derive de 1' abietane-oligonucleotide est 
ensuite utilis6 selon les techniques usuelles sandwich ou 
par competition. La phase solide universelle est 
constituee par 1' ensemble phase solide / anticorps dirige 

30 contre un derive de I'abietane. La presente invention a 
done egalement pour objet un dispositif comprenant outre 
la phase ou support solide un anticorps polyclonal ou 
monoclonal dirige contre un derive de I'abietane, ledit 
anticorps etant immobilise directement ou indirectement 
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sur ladite phase ou support solide. De preference, 
I'anticorps est un anticorps monoclonal obtenu selon des 
techniques connues, a titre de reference celle dfecrite 
dans I'exemple 10. 
5 Les d6riv6s de 1' invention peuvent etre utilises 

pour le dosage et/ou le suivi de produits chimiques dans 
un milieu liquide, en particulier dans un milieu aqueux, 
par technique sandwich ou par technique de competition 
comme decrit pr6c6demment pour les tests de diagnostic. 

10 

Aussi/ la presence invention a pour objet de 
nouveaux derives satures ou insatures de I'abietane 
rSpondant a la formule generique (I) : 
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15 »9 Z 

dans laquelle . Z est choisi dans le groupe 
consistant en -COOR% -CONR'rS -COONRV, -C0R% -CON, 

-coorS -chohr\ -sr% -or% -cn, -cno, -cns, -nco, -ncs, 

20 -R^R^CR^ ; 

dans lesquels R^ R", R^ et R% independamment les 
uns des autres representent un atome d'hydrogene, un 
radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical aryle de preference comprenant de 6 a 20 atomes de 
25 carbone, eventuellement substitue; un radical alcene 
comprenant de 7 a 10 atomes de carbone; un radical alcyne 
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comprenant de 1 a 10 atomes de carbone; un radical 
aminoacyle ou peptidyle eventuellemerit substitue, ou et 
ou R^ et R^ ensemble peuvent former un cycle ou un 
heterocycle / represente un atome d'hydrogene, un 

5 radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone^ un 
radical alc^ne comprenant de 1 a 10 atomes de carbone^ un 
radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical aryle, eventuellement substitue, comprenant de 6 a 
20 atomes de carbone; R^ represente un atome d'hydrogene, 

10 un halogfene, un radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical aryle, eventuellement substitu6, 
comprenant de 6 a 20 atomes de carbone; R^ represente un 

15 atome d'hydrogene, un radical alkyle comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a -10 
atomes de carbone ; R^ represente un atome d'hydrog^ne, un 
radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 

20 radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical alcyne comprenant de 1 S 10 atomes de carbone; et 
R^ est choisi parmi -CN, -CNO, -CNS, -NCO et -NCS ; 
^ la condition que 

(a) si ledit derive de I'abietane est un deriv6 

25 sature : 

Z ne represente pas I'un quelconque 
des radicaux suivants : -COOU, -NCO, -CONH2/ - 
CN, 

N-benzylamide, N-isopropylamide, 
30 N-cyclohexylamide, N-cyclopentylamide, N-alpha- 

phenylethylamide, N, N-dibenzylamide, N-methyl- 
N-cyclohexylamide, N-methyl-N-phenylamide, 
N-phenyl -N-benzylamide, anilide, et 

-CONH [- (CH2)m-C6H5-nX' n] OU m est egal a 0 ou 1, n 
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est egal a 1, 2 ou 3, et X' represente un atome 
d'halogene, un groupe alkyle inferieur, un 
groupe haloalkyle, un groupe hydroxyie, un 
groupe alcoxy inferieur, un groupe nitro, un 
groupe carbonyle, un groupe carboalcoxy et un 
groupe rn^thyle, 

et 

(b) si iedit derive de I'abietane est un derive 
insature : 

- Z ne represente pas I'un quelconque 

des radicaux suivants : -COOH, N- 

isopropyl amide, 

N-methyl-N-cyclohexyl amide, N-cyclohexylamide/ 
N-decylamide, N-dodecylamide, N-pentad§cylamide, 
N-allyl amide, N, N-diallylamide, 

N-cycloheptylamide, N-cyclopentylamide, 
N~benzyl amide, N-alpha-phenylethylamide, 
N-alpha-phenylpropylamide, N, N-dibenzylamide, 
N-be ta-phenyle thy 1 amide, N- ethyl -N-benzylamide, 
N-methyl-N-phenyl amide, anilide, et 

-CONH [- (CH2)m-C6H5-nX' n] ou m est egal a 0 ou 1 , n 
est egal a 1, 2 ou 3, et X' represente un atome 
d'halogene, un groupe alkyle inferieur, un 
groupe haloalkyle, un groupe hydroxyie, un 
groupe alcoxy inferieur, un groupe nitro, un 
groupe carbonyle, un groupe carboalcoxy et un 
groupe methyle. 

Si Z . represente -COOR^, ne 
represente ni H, ni un radical methyle, 6thyle 
ou benzyle. 

Si Z represente -CONR^R^, et si I'un de 
R^ et R^ represente H, 1' autre de R^ et R^ ne 
represente pas H, et si I'un de R^ et R^ 
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represente ie radical ethyle, 1' autre de et 
ne represente pas ie radical ethyle. 

Si Z represente -COR^ ou -CHOH R"', R^ et 
r'' ne representent pas H. 
5 Par derive sature de l'abi6tane/ on entend un 

derive ayant le squelette de I'abietane precite dans 
lequel les trois cycles et le groupe lateral en position 
13 ne comportent aucune insaturation, independanunent de la 
definition de Z. Par derive insature, on comprend un 
10 derive ayant le squelette de I'abietane dans lequel au 
moins I'un des trois cycles et/ou le groupe lateral en 
position 13 comporte une insaturation . A titre d' example 
de derive insature, on peut citer ceux dont le squelette 
est choisi parmi les squelettes de I'acide abietique, de 
15 I'acide dehydroabietique, de I'acide neoabietique, 
independanunent de la definition de Z. 

Les radicaux alkyles mentionnes ci-dessus 
comprennent de preference de 1 a 6 atomes de carbone. lis 
20 peuvent etre lineaires ou ramifies. De preference, ce sont 
des radicaux lineaires, Un radical alkyle peut etre 
interrompu par un ou plusieurs heteroatomes et/ou 
substitue ou non substitue. 

25 Les radicaux aryles mentionnes precedemment 

comprennent de preference de 6 a 14 atomes de carbone. II 
peut s'agir de composes cycliques ou heterocycliques, 
6ventuellement substitues, en particulier par des 
heteroatomes ou des groupes d' heteroatomes, tels que des 

30 groupements nitro, sulfonique et sulfonate, 

Avantageusement, -COONR^R^ represente un ester de 
N-hydroxysuccinimide, -COR^ represente un chlorure d'acide, 
-CONR^R^ represente un groupement amide N-substitue dans 
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lequel et independamment I'un de 1' autre represente 
un atome d'hydrogene ou un radical polye thyleneglycol et 
avantageusement un radical tetra ou hexaethyleneglycol ou 
encore un radical peptidyle eventuellement substitu6 

5 comprenant de 2 a 6 residus aminoacyles. De preference, le 
radical peptidyle est un radical glycyl-glycine et 
avantageusement le radical glycyl-glycine est substitue 
par la N-hydroxysuccinimide ; -COOR^ de pr6f6rence 
represente un ester de poly6thyleneglycol et 

10 avantageusement un ester de tetra ou hexaethyleneglycol. 



15 



20 



La presente invention a aussi pour objet de 
nouveaux conjugues derives de l'abi6tane qui repondent a 
la formule generale (II) 




25 



X- Y 



dans laquelle, Z represente un radical tel que 
d6fini dans la formule (I) precedente ; X represente un 
bras espaceur choisi parmi une chaine aliphatique (CH2)n 
dans laquelle n est un nombre entier compris entre 0 et 10 
et de preference egal a 6, un ethylene glycol ou un 
polyethyleneglycol, de preference un t6tra ou 
hexaethyleneglycol, un residu aminoacyle ou peptidyle et 
en particulier une chaine peptidique comprenant de 2 a 10 
acides amines; Y represente un polymere choisi parmi les 
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proteines, les polypeptides, les polynucleotides ou 
oligonucleotides et les polymeres chimiques ; 

a la condition que si ledit conjugue comprend un 
derive insature de I'abietane Y ne soit pas la BSA. 

5 

Par polymere/ on entend une molecule ou une 
inacromol6cule constitute d' au moins deux unites monomferes. 

Ainsi, une proteine, est une macromolecule, 
d'origine naturelle ou obtenue par voie de synthese ou par 

10 technique de recombinaison genetique, presentant une masse 
mol6culaire moyenne d' environ au moins 200 daltons. 

Un polypeptide correspond a un enchainement d' au 
moins deux acides amines, de preference de 2 a 20 acides 
amines et ses equivalents ; lesdits polypeptides etant 

15 obtenus et/ou par voie de synthese chimique et/ou par 
fragmentation d' une proteine native a I'aide d' enzymes de 
restriction appropriees et/ou par recombinaison genetique, 
Un polypeptide est dit equivalent par rapport a un 
polypeptide de reference s'il presente sensiblement les 

20 memes proprittes, et notamment les memes propri6t6s 
antigeniques, immunologiques, enzymologiques et/ou de 
reconnaissance moleculaire. Est notamment equivalent k un 
polypeptide de reference : tout polypeptide possedant une 
sSquence dont au moins un acide amine est substitue par un 

25 acide amin§ analogue, c'est a dire un acide amin6 qui 
pr6sente sensiblement les memes caracteristiques physico- 
chimiques qu' un acide amine de reference ; tout 
polypeptide presentant une sequence peptidique 
equivalente, obtenue par variation naturelle ou induite du 

30 polypeptide de reference et/ou du fragment nucl6otidique 
codant pour ledit polypeptide ; un mimotope, tout 
polypeptide dans la sequence duquel un ou plusieurs acides 
amines de la serie L sont remplaces par un ou plusieurs 
acides amines de la serie D et vice versa ; tout 
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polypeptide dans la sequence duquel on a introduit une 
modification des chaines laterales d' au moins un acide 
amin6/ telle que par exemple une acetylation des fonctions 
ainineS/ une carboxylation des fonctions thiols, une 
5 esterif ication des fonctions carboxyliques ; tout 
polypeptide dans la sequence duquel une ou des liaisons 
peptidiques ont 6te modifiees/ coitune par exemple les 
liaisons carba, retro, inverso, retro-inverso, m§thyl6ne- 
oxy et tout polypeptide dont au moins un antigene est 
10 reconnu par un anticorps dirige centre un peptide de 
reference . 

Un polynucleotide ou oligonucleotide correspond S 
un enchainement d' au moins deux unites monomeres, en 
particulier d' au moins cinq monomeres et, de preference de 

15 5 a 22 monomeres, avantageusement de 18 a 22 monomeres et 
pref 6rentiellement de 20 monomeres, caracterise par la 
sequence inf ormationnelle des acides nucleiques naturels, 
susceptible de s'hybrider dans des conditions 
pr^determin^es a un fragment nucl^ot idique, 1 ' enchainement 

20 pouvant contenir des monomeres de structures differentes 
et etre obtenu par voie de synthese chimique et/ou par 
fragmentation d'un acide nucleique naturel et/ou par 
recombinaison genetique. Ainsi, un monomere peut Stre un 
nucleotide naturel d' acide nucleique dont les elements 

25 constitutifs sont une base azot^e, un sucre et un 
groupement phosphate, ou un nucleotide modifi6 dans I'un 
au moins des trois elements constitutifs ; a titre 
d' exemple la modification peut intervenir au niveau des 
bases, generant des bases modifiees telles que I'inosine, 

30 la methyl-5-d6soxycytidine, la d6soxyuridine, , la 
dimethylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la 
bromo-5-desoxyuridine ou tout autre base modifies 
permettant 1' hybridation / au niveau du sucre par exemple 
par le remplacement d' au moins un desoxyribose par un 
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polyamide (P.E. Nielsen et al . , Science/ 254, 1497-1500 
(1991)) ; au niveau du groupement phosphate par exemple 
par son remplacement par des esters choisis parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyl et arylphosphonate et de 
5 phosphorothioate . Ces modifications peuvent etre prises en 
coitibinaison. 

Par " sequence inf ormationnelle "/ on entend toute 
suite ordonnee de monomeres, dont la nature chimique et 
I'ordre dans un sens de reference constituent une 
10 information correspondant a celle des acides nucleiques 
naturels . 

Un polymere chimique correspond a 1 ' enchainement 
d' au moins deux unites monomeres, identiques ou 
differentes. De preference, il presente une masse 

15 mol6culaire moyenne comprise entre 1000 et 100 000. Ce 
polymere est de preference choisi parmi les homopolymeres 
d' anhydride maleique, les copolymeres a base d' anhydride 
maleique, les copolymeres a base de N- vinylpyrrolidone et 
les polysaccharides. En particulier, le polymere est 

20 choisi parmi les poly (anhydride maleique-6thyl6ne) , les 
poly (anhydride maleique-propylene) , les poly (anhydride 
maleique-methyl-vinylether) (AMVE) ; le N-vinyl 

pyrrolidone-N-acryloxysuccinimide (NVP-NAS) et les 
polysaccharides • 

25 

Selon 1' invention, X est avantageusement choisi 
parmi une chaine aliphatique (CH2)n dans laquelle n est un 
nombre entier egal a 6, un ethylene glycol, un t^tra ou 
hexaethyleneglycol, un residu peptidyle comprenant de 2 a 
30 10 acides amines; et Y represente un polymere choisi parmi 
la BSA, les oligonucleotides de 18 a 22 mers, les 
homopolymeres d' anhydride maleique, les copolymeres a base 
d' anhydride maleique, les copolymeres a base de 
N-vinylpyrrolidone , les polysaccharides- 



wo 00/07982 



PCT/FR99/01846 



13 



En particulier, le polymere est choisi parmi les 
oligonucleotides de 20 mers et en particulier 
1' oligonucleotide denomme sous la reference SEQ ID NO 2 et 
decrit ulterieurement dans I'exemple 5, les poly 

5 (anhydride maleique-ethylene) , les poly (anhydride 
maleique-propylene) , les poly (anhydride maleique-methyl- 
vinylether) (AMVE) et le N-vinyl pyrrolidone-N- 
acryloxysuccinimide (NVP-NAS) . Avantageusement , le 
polymere est couple a au moins une proteine et/ou un 

10 polypeptide et/ou un oligonucleotide. 

Les nouveaux conjugues derives de I'abietane sont 
utilisables dans un grand nombre d' analyses, A titre 
d' example, lesdits conjugues derives de I'abietane sont 
utilises dans des tests de diagnostic, tels que des essais 

15 immunologiques ou dans des essais utilisant la technologie 
des sondes ; dans le suivi d'une infection, par exemple 
d'une infection virale ; dans le suivi et/ou le dosage de 
produits chimiques et en particulier de produits 
potentiellement polluants. 

20 A titre d' exemple, ils peuvent §tre utilises dans 

un test de diagnostic immunologique comme marqueurs corome 
decrit au prealable pour les derives de I'abietane ou dans 
des essais utilisant la technologie des sondes pour la 
detection et/ou la quantification d'un fragment d' acide 

25 nucl6ique dans un echantillon biologique. 

Dans la technologie des sondes, ils peuvent etre 
utilises indif f eremment comme sondes de capture et/ou de 
detection. Ainsi dans la technologie dite sandwich, ils 
peuvent etre utilises comme sonde de detection selon le 

30 protocole suivant : une sonde de capture est immobilisee 
sur un support solide, la phase de capture ainsi 
constitute est mise en contact avec la sequence cible de 
1' 6chantillon et avec un conjugue deriv6 de I'abietane qui 
consiste en un oligonucleotide coupl6 a un derive de 
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10 



l..bi4tane ccplexe .ve.tueilement torn, est ensUit. 

Ltect par aaaition d'un a.t.co.ps .iri,. centre e 
detecce pet =nticorps etant marque par 

,e raW.tane, ,,,ie»e„t 
tout .arqueur apprcpr.e. Us P- 
„tiUs.s co™.e sonde de captur^.JV cet 

a.riv. de ,3t i»»oMUs. =ur un 

^°"^rrt^oUd:"rp Is. :: capture a.ns. const.tu.e est 

- ^-"""""::;rt":ar;rr:ppropri.. .a 

- detection ""^-J-;; : ,„directe»ent. 
capture peut etre ..„=te.ent 
c'est 4 dire sort le con^ug iMaobiUs^ 
3ur, le support soUde 1, 

> indirecte^ent -upXa,e^a un ant^corps^ ^^^^^^^ 
.«iv. de l-abietane, ' - "J .tre 
solide. Bien entendu, la teohniq 

effectu^e en une etape ou deux ^3 

. • a= !• invention peuvent etre utilises pou 
conlugues de linventi " ^chantillon a la 

,„ detection d'une sequence cibla , 1, 

£ois conane sonde de capture et ^e detect 
port.e de l-ho:^e de I'art "^ Z";;" ^ r lonction de 
longueur de L oUgonucl.otide .:^,„,,,,<.„, xl 

1. sequence de 1. oible -^^^^^^^J^" V,, a.finlr 

" ::: :::r:: cUrrou de d.tection sp.cin,ues de . 

-r::::ente m^ention a done .a^e^^^^ 
un r^actif et une composition diagnostique 
X. * 4r Hprnier comprenant : 

„ --^ ■ ::^^;r .3tur. ou insatur. de .a^l.tane 

.pondant . la .ormule U, P-^-^rcOOr -CoL'.., 
cholsi dans le groupe consistant 
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-COONR^R', -COR%-CON, -COOR'. -CH0HR\ -SR^ -OR% -CN, 
-CNO, -CNS, -NCO, -NCS, -R^R^CR*^ ; 

ou R\ R"', R^ et R^ independamment les uns des 
autres representent un atome d'hydrogene/ un radical 
5 alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un radical 
aryle de preference comprenant de 6 a 20 atomes de 
carbone, 6ventuellement substitu§ ; un radical alcene 
comprenant de 7 a 10 atomes de carbone ; un radical alcyne 
comprenant de 1 a 10 atomes de carbone; un radical 

10 aminoacyle ou peptidyle eventuellement substitue, ou R^ et 
R^ ou R^ et R"* ensemble peuvent former un cycle ou un 
h6terocycle ; R^ represente un atome d'hydrogene, un 
radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 

15 radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical aryle, eventuellement substitue, comprenant de 6 a 
20 atomes de carbone; R^ represente un atome d'hydrogene, 
un halogene, un radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes 

20 de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical aryle, eventuellement substitue, 
comprenant de 6 a 20 atomes de carbone; R'' represente un 
atome d'hydrogene, un radical alkyle comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 

25 atomes de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 ^ 10 
atomes de carbone ; R® represente un atome d'hydrogene, un 
radical alkyle un radical alkyle comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 

30 atomes de carbone; et R^ est choisi parmi -CN, -CNO, -CNS, 
-NCO et -NCS ; 

a la condition que si ledit derive de I'abietane 
est un derive insature, Z ne represente pas un radical 
acide carboxylique, ou 
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- un conjugue tei que defini precedenunent . 
L' invention concerne aussi 1 ' utilisation d' un 
reactif de 1' invention dans un test de diagnostic, 

Les conjugues de 1' invention peuvent etre utilises 
5 egalement pour developper des phases de capture 
universelles. Par exemple, des anticorps diriges contre un 
derive de I'abietane sont immobilises, directement ou 
indirectement , sur une phase ou un support solide et 
1' oligonucleotide du conjugue de 1' invention est modifie 

10 par fixation a une de ses extremites, de preference au 
niveau de I'extremite 5', d'un derive de I'abietane. La 
phase solide universelle est constitute par 1' ensemble 
phase solide / anticorps dirige contre un derive de 
I'abietane. Un autre objet de 1' invention est done un 

15 dispositif comprenant outre la phase ou le support solide 
un anticorps polyclonal ou monoclonal immobilise 
directement ou indirectement sur la phase ou le support 
solide. L' anticorps est de preference un anticorps 
monoclonal obtenu selon des techniques connues et en 

20 particulier selon la technique decrite dans I'exemple 10. 

Un conjugue de 1' invention comprenant un polymere 
chimique peut egalement etre utilise comme marqueur ou 
pour developper une phase de capture universelle, comme 
dfecrit pr6cedemment • 

25 Un conjugue de 1' invention peut etre utilise comme 

immunogene, pour 1' immunisation d'organismes appropries, 
tels que des animaux, pour la production d' anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux. L' invention a done aussi pour 
objet un reactif et une composition diagnostiques 

30 comprenant en outre lesdits anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux et de preference des anticorps monoclonaux 
obtenus selon des techniques connues, comme celle decrite 
k I'exemple 10. L' invention comprend egalement 
1' utilisation dudit reactif dans un test de diagnostic. 
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Par ailleurs/ un conjugue de 1' invention peut etre 
utilis§ pour le dosage et/ou le suivi de produits 
chimiques/ par technique de competition ou par la 
technique dite sandwich. Ainsi, la pr6sente invention a 
5 egalement pour objet une composition comprenant en outre 
un conjugue de 1' invention et un anticorps polyclonal ou 
monoclonal obtenu par immunisation d'organismes appropries 
^ I'aide de 1' immunogene precite, de preference un 
anticorps monoclonal anti-acide abietique obtenu par 
10 immunisation d' un animal selon des techniques connues, 
telles que celle decrite ul terieurement dans I'exemple 10. 

invention se rapporte egalement a 1' utilisation d' une 
composition telle que definie precedemment pour le dosage 
et/ou le suivi de produits chimiques. 

15 

La figure annexee represente les signaux obtenus 
lors la detection en ELISA de I'antigene alpha foeto- 
proteine soit par utilisation d'un anticorps polyclonal 
anti- alpha f oeto-proteine (symboles ronds) , soit par 
20 utilisation d'un conjugue de 1' invention AMVE/acide 
abietique hydrazide/ anticorps polyclonal anti-alpha 
f oeto-proteine (symboles carres) . En abscisse sont 
representees les quantites d' alpha f oeto-prot§ine en ng/ml 
et en ordonnee les DO A 4 92 nm. 

25 

Exemple 1 : synthese de 1' ester 

hydroxysuccinimide de I'acide abietique 
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CH3 CO2H 



Dans un ballon monocol de 100 n,l sous atmosphere 
d-azota. 1 ^ran^e acide abi«ique <3,3 m»o1-1 .qu.va ent 

d azone, i. y .r^ i r^o rw rl, a la temperature 

a eq,, est dissout dans .0 .1 de C CI, a P 



1,1 aq de N-hydroxysucciminide est ajoutj:. 



' oc est ensu^te ajo.t. ,=utte . .outte, so.t 0 S.. .1 

...„e solution . . .oin dans - =-1 an.yd.d. .a 
reaction est effectuee pendant 5 h a ' 

est dUu. dans 200 .1 d. .tne. et ensuite p.eciP e 
pendant 2. H . -20' C. ..r.s filtration - J" J^" ; 
las eaux meres sunt evaporSes. La purification 

, -..s fois le polds de sllioe en 41uant avec le 
effectuee s (65/25/10). 0,0998 gramme de 

melange pentane/AcEtOH/CHCi. Ko , ^ 75% 

tester C.H33O.N est r6cuper.e, soit un rendement de 75%, 
15 C24H33O4N 

Mw=399.54 g/mole. 

IR: (cm"^) 
2957 (CH3/CH2,CH) ; 
1777 (C=0 cycle NHS) ; 
20 1740 (C-0 amide) . 

(PPia) 
5,74 (s, CH) 
(s, GH3); 1/01 (d, CH3) 

n o fr-n^ • 145 (C quater.); l^o,^ 

173 5 (C=0) ; 169,2 (C-O) , i"^^ ^ 

,C,uater.W12.;. .CH-,,- 1.0,. ,CH=, , .S, e .C„, du «HS, . 



5,3 (d, CH); 2,79 (s, CH,, NHS); 1, 
0,98 (d, CH3); 0,82 (s, CH3). 
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Example 2 : synthese d' un derive glycyl-glycine 
active de I'acide abietique 





PCT/FR99/01846 

WO 00/07982 

20 



synthase du chlorure d' acide (i) : 

L'acide abietique est recristallise avant de 
synth6tiser le chlorure. Dans un ballon tricol de 100 ml 
sous atmosphere d' azote, 1,2 gramme d' acide abifetique 

5 (3,97 mmol-leq) sont dissous dans 10 ml de toluene anhydre 
et refroidi a 0° C. 3 eq soit 1ml de chlorure d'oxalyle 
sont additionn^s en solution dans 3 ml de toluene anhydre 
. Apr6s 15 min k 0° C, la reaction est laissee 2 h a 
temperature ambiante. Le milieu est cannul6 dans un ballon 

10 monocol et le tolufene est elimin6 sous vide partiel, puis 
s6ch6 2 h sous vide. Le produit sera utilise tel quel pour 
l'6tape suivante. La di.sparition totale de l'acide est 
contr616e en chromatographic sur couche mince 
(pentane/AcEtOH/CHCl3 : 65/25/10). Par infrarouge, 

15 1' apparition d' une bande a 1775 cm'^ montre la presence de 
chlorure d' acide (0=C-C1), ce qui confirms la disparition 
de la bande acide a 1700 cm'^ et de la bande OH a 3000 cnf'. 
Le rendement est quantitatif. 



20 



couplage de 1' ester 6thylique du glycyl- 

glycine (ii) : 

1,95 gramme de 1' ester 6thylique du glycyl-glycine 

sous la forme d' hydrochlorure (9,92 mmol-1 eq) est dissous 

en presence de triethylamine (2 eq) dans 30 ml de 

25 dicloromethane anhydre (distill^ sur hydrure de calcium) 

dans un flacon tricol de 100 ml sous azote. Le chlorure de 

l'acide abietique (9,92 mmol-leq) solubilis6 dans 15 ml de 

dichloromethane anhydre est additionn6 lentement ^ la 

solution pr6c6dente. La reaction est laissee 7 h a 

30 temperature ambiante. Les sals d' amodium sont precipites 

dans" 200 ml d'ether, puis filtres sur verre fritt6. Des 

lavages sont effectues avec HCl 0,1M, puis la phase 

organique est lavee par une solution saturee de NaCl avant 

d'etre sechee sur NaaSO. . Apres filtration, le solvant est 
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,HH*. oartiel. Le rendement global sur ' les 
61imine sous vide parcxex. 

deux Stapes est de 83%. 

saponification da 1' ester .thylique du ,lycvl- 

' ''"^"^ '::":aponi.ication est r.aUs.e e„ dissolvant 
environ a ,ra:».es d' ester dans 30 .1 

ajoutant lente»ent environ 5 »i de HaOH. bout de 2 n 

tester a totale„ent disparu, ce qui est conlrrme par le 

H Rf sur silice (41uant 70/30 : 4ther / acetone) 

riter-O e r a=ide-0,. .e .iiieu est diiu. dans .50 .i 

d^Lu puis lav. trois tois avec SO .X d'.ther. Apres 

acidification par HCl le co.pos. est extrait par trOis 

acxaiixcatxuil j^a. avec 
c;n n,l d' ether. La phase etheree est lavee avec 
fois avec 50 ml d etner. u ^.ivr-^ie Le 

sechee sur Na2S04, PUis filtrfee. 
15 du NaCl sature, secnee 

rendement brut est de 8 6%. 

Activation du deriv. glycyl-glycine sous forme 
ci. ester N-hydroxysuccinimide (iv) : ^^^^ ^^^^^^^ 

n 2645 gramme de i acxae 
' 1 1 pa) est dissous dans 40 ml de 

prec^dente (0,635 mmoles-1 eq) est ais . . 

. n 111 aramme de N-hydroxysuccmimxde est 
Xt. r;irL:"e.roidi sous et.osp..re .a o. . 

= - :L^\:^r\::irr Jintre": t^tati 

„ vers, en une o s^ ^% ";;,,,,.,„Hexyiur.e est pr.cipit.e 
ambiante pendant 13 n et x^ j ,^ „ n n ^ est f litre 

^ 4. o/t V, Te nroduit CaeHssOsNs) est xxj-uj-c 
A -20° C pendant 24 h. be pru^^ „Aia„„*» 

H» cilice en §luant par un mfelange 
sur 20 fois le poids de silice en 
6ther / acetone (80/20). Le rendement est de 20%. 



30 



SM (FAB->-) 

C28H39O6N3 

MH* (calc.)= 514.29169 g/mole. 
MH^ (exp.)= 514.29171 g/mole. 
IR: (cm"l) 
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1643 (C=0 amide II) 
1740 (C=0 amide) 
1784, 1823 (C-0 NHS) 
2937 {CH3, CH2, CH) 
5 3389 (NH amide) 

RMN; 
'H: (ppm) 

0,79 (s, CH3), 0.95 (d, J=1.6 Hz, CH3) , 0.98 (d, 
J=l,4 Hz, CH3), 1.25 (s, CH3)/ 2.79 (CH2, N- 
10 hydroxysuccinimide) , 4.34 (d, J=5, 6 Hz, CH2) , 5,3 (CH) , 
5.74 (s, CH) . 

l^Ci (ppm) 

Exemple 3 : Synthese d'un d6rive hydrazide de 
15 I'acide abiStique 

L'acide abietique est activee au prealable sous 
forme de chlorure, comme decrit dans 1' exemple 3, 0,53 g 
d' hydrazide t-BOC (4 mmoles) est dissout dans 10 ml de 

20 toluene anhydride auquel sont ajoutees 0,6 ml (2 eq) de 
triethylamine sous atmosphere d' azote. 1 eq de chlorure 
d' acide en solution dans le toluene sont ajoutes au goutte 
^ goutte a la temperature de 0° C. La reaction est laiss6e 
pendant 18 h a temperature ambiante. Apres quoi, on 

25 observe 1' apparition d'un precipite. Le milieu est 
acidifie par ajout de 4 ml de HCl 1 N, le pr6cipit6 est 
filtr§ sur verre fritte. Le milieu est dilu6 dans 50 ml 
d'6ther et apres sechage sur Na2S04, la phase organique est 
6vaporee sous vide et sechee a la pompe. Le produit est 

30 filtre sur 20 fois le poids de silice en 61uant avec un 
melange hexane / acetone (80/20) . Le produit est isol6 
avec un rendement de 47 %. 

L' hydrazide t-BOC est clive dans le dioxane 
anhydre par une solution d'HCl anhydre a 4M dans le 
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dioxane-anhydre • Apres 20 h a temperature ambiante, un 
precipite apparait. Un bullage d' azote permet d' entralner 
I'HCl restant. L' evaporation au rotavap elimine I'acide et 
le dioxane. Le residu est ensuite repris dans de l'6ther 
5 puis filtre sur verre fritte. Le rendement en brut est de 
54 %. 

Exemple 4 : Synthese d'un derive glycyl-glycine 
hydrazide de I'acide abietique 

1 ml d' hydrate d' hydrazine (19 mmole-21 eq) en 
solution dans 5 ml de dioxane anhydre sont agites 
vigoureusement . 0,4777 g d' ester obtenu selon 1' exemple 3 
(0,93 mmol-1 eq) en solution dans 45 ml de dioxane anhydre 
sont ajoutes en 1 h 30. Un precipite apparait apr^s 50 min 
de reaction. Apres 4 h de reaction, le milieu est 
precipite dans 250 ml d' ether, la filtration permet 
d' isoler un compose qui est repris dans CHCI3 puis seche 
sous vide apres concentration. La dissolution dans CHCI3 
est suivie d'une reprecipi tation dans 1' ether et .200 mg de 
produit sont isoles, soit un rendement de 49 %• 
IR; (cm**!) 
1655 (C=0 amide II) 
2932 (CH3, CH2/ CH) 
3319 (NH, NH2 bande large) 

Exemple 5 : couplage de 1' ester N- 
hydroxysuccinimide de I'acide abi6tique sur un 
oligonucleotide 
30 

Des oligonucleotides sont synthetis6s sur un 
appareil automatique 394 de la soci^te APPLIED BIOSYSTEMS 
en utilisant la chimie des phosphoramidites selon le 
protocole du constructeur . Pour permettre le couplage d'un 



15 



20 
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oligonucleotide a 1' ester N-hydroxysuccininvide de 1 acxde 
abi6tique sur une position bien d.ter.inee, des fonct.ons 
reactives sont introduites sur 1' oligonucleotide par 
r interm^diaire de bras de liaison compatibles avec la 
synthese automatique, comrae decrit dans le brevet FR 
07093 dont 1' enseignement est inclus a titre de reference. 

6t6 



10 



15 



Les 

synthetis6s 



oligonucleotides suivants 



ont 



SEQ ID NO 


Nucleotide (*) 


Tr (**) 1 


1 


beta 


19,54 


2 


beta 


18, 45 


3 


beta 


19, 85 


4 


alpha 


23,21 


5 


alpha 


20, 04 



20 



25 



22 mers 

20 mers 
22 mers 

21 mers 



SEQ ID NO 1 : 
ACTAASiAACT AGTAATGCAA AG 
SEQ ID NO 2 : 
ATGTCACGAG CAATTAAGCG 

SEQ ID NO 3 : 
ACTAAAAACT AGNAATGCAA AG 

SEQ ID NO 4 : 

ACCCCGAGAT TTACGTTATG T 

SEQ ID NO 5 : 

20 mers 

TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT 

(*) les nucleotides bSta sont des nucleotides naturels ( a 
liaison glycosidique est sous la forme — ^^^^^^^^^^^^ 
Les nucleotides alpha sont des nucleotides non naturels 
(la liaison glycosidi^ue est sous la forme -omerxque 
alpha). Les oligonucleotides contenant l.s -leot des 
alpha ont et. prepares selon la technique decrxte dans la 
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demande de brevet PCT WO88/04301/ dont le contenu • est 
incorpor6 4 titre de reference. 

(**) Tr reprSsente le temps de retention en minutes de 
1' oligonucleotide dans les conditions dScrites dans le 
5 brevet FR 93 07093 cite precedeimnent . 

200 de 1' oligonucleotide de synthase SEQ ID NO 
2 sont dissous dans 25 ul de tampon carbonate, 0,2 M/NaCl 
0,15 M, pH=8, 8, 500 ]xl d' une solution de 1' ester C24H33O4N k 
2,5 mg/ml dans du DMSO anhydre sont ajoutes a la solution 

10 de 1' oligonucleotide . Le melange est agite vigoureusement 
puis laisse pendant 4 h a 50**C sur un thermo-mixeur . 10 pi 
NH4CI IM pH=6 sont ajoutes en fin de reaction. Le milieu 
est sech6 au speed-vac, puis repris dans de I'eau. Trois 
extractions par du butanol sont effectuees pour eliminer 

15 ce qui n' a pas reagi . Apres lyophilisation, le 
1' oligonucleotide est repris dans de I'eau bidistillee et 
analyse par HPLC en phase inverse sur une colonne RP300 
avec l^eiuant suivant : TEAA 0, IM ~ TEAA 0, IM/CH3CN 
(50/50) . Le profil du chroma togramme montre la presence 

20 d' oligonucleotide non modifie et un massif de pics plus 
hydrophobes contenant 1' oligonucleotide couple a 1' ester. 
Le rendement estime par integration de I'aire des pics et 
en considerant que les coefficients d' extinction 
mol6culaire sont identiques est de 40%. 

25 

Exemple 6 : Couplage de 1' ester C28H39O6N3 sur un 
oligonucleotide 

Le protocole est identique a celui decrit dans 
30 1' exemple 5. 20% de rendement en produit isoie sont 
obtenus apres les extractions au butanol- La purification 
est effectuee en HPLC. 
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Exemple 7 : Couplage du derive glycyl-glycine 
hydrazide sur le polymere AMVE 

100 ul (1 mg) d'une solution a 10 mg/ml d'AMVE 
5 dans le DMSO anhydre sont mis a reagir avec 200 \xl {0,2 
mg) d' hydrazide glycyi-glycine d' acide abietique en 
presence de 20 pi de DIEA et 680 ml de DMSO. La reaction 
est laissee 17 h a 37 C. 

10 Exemple 8 : Couplage de 1' ester C24H33O4N sur la 

BSA 

20 mg de BSA (fraction 5-Sigma) sont dissous dans 
1 ml de tampon carbonate 0,2 M/NaCl 0, 5 pH = 8,2. A 40 

15 ]xl de cette solution (1,212 x 10**^ mol) sont ajoutes 960 ul 
d'une solution d' ester obtenu selon 1' exemple 1 a 1 mg/ml 
(soit 200 eq) dans le DMSO anhydre, Apres agitation vive, 
l'6pendorf est agit^ pendant 5 h a 37° C sur un 
thermomixeur • Le melange est dilue dans un grand volume 

20 d'eau/ puis filtre sur Centricom (nom commercial) PM30 a 7 
TPM. L' operation est repetee 3 fois pour eliminer 1' ester 
n'ayant pas reagi et les produits d'hydrolyse, ainsi que 
pour entrainer le DMSO. Le residu est seche au speed--vac 
puis repris dans un volume de 1 ml d' eau bidistill6e. Le 

25 conjugu6 est dose apres dilution en mesurant la DO k 280 
nm, 

Le conjugue obtenu sera injecte a des souris pour 
induire une reponse immunitaire et la production 
d'anticorps monoclonaux, comme decrit dans 1' exemple 10. 

30 
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Exemple 9 : Couplage de 1' ester C28H39O6N3 sur la 

BSA 

Le protocole est identique a celui decrit dans 
5 1' example precedent. Le couplage met en jeu 40 ou 80 eq 
d' esters NHS. Les conjugues obtenus seront injectes i des 
souris pour induire une reponse immunitaire et la 
production d' anticorps monoclonaux, comme decrit dans 
1' exemple qui suit. 

10 

Exemple 10 : Obtention d' anticorps monoclonaux 
anti-acide abietique 

Un antigene de I'acide abietique couple sur de la 

15 BSA comme decrit respectivement dans les exemples 10 et 11 
est utilise comme immunogene. Chacun des antigenes a ete 
injecte a des souris femelles de I'espece BALB/C et de la 
souche BALB/C BYJICO. Les souris sont immunisees a 15 
jours d'intervalle a I'aide de trois injections par voie 

20 intraperitoneale associant respectivement 50 vig d' antigene 
et de 1' adjuvant complet de Freund pour la 1*" injection 
et de 1' adjuvant incomplet de Freund pour les autres 
injections. La fusion est realisee avec la lignee 
myelomateuse SP2/0-AG14, selon la technique classique 

25 d6crite par K51her et Milstein {Nature 256, 495-497 1975) . 

Les cellules ont ete cultivees en utilisant un 
milieu de base: Iscove's Modified Dulbecco Medium (IMDM) 
additionn6 de bicarbonate de sodiLim (3024 mg/1)/ de 10% de 
s6rum de veau foetal (SVF) , pH 6,7 A 7,3. Les r6actifs 

30 additionnels suivants ont ete ajoutes: insuline 4 mg/1, 2- 
mercapto6thanol (10 pM) , ethanolamine (20 yM) , penicilline 
(100 U/ml), et streptomycine (50 ug/ml) . Les cellules 
h6teroploldes obtenues ont ete sub-cultivees tous les deux 
ou trois jours et congelees dans le milieu IMDM additionne 
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de 10% de serum de veau foetal (SVF) et 10% de 
dimethylsulf oxide (DMSO coimnercialise par Sigma) d' abord a 
-80**C pendant 24 a 72 heures, puis conserv6es dans de 
I'azote liquide a -180°C. 
5 La concentration cellulaire est de 3,6 x 10^ 

cellules par ampoule (2 x 10^ cellules/ml) • 

La production d'anticorps in vivo a 6t6 effectuee 
par injection intraperitoneale des lignees d'hybridomes 
obtenues dans des souris femelles ayant de 4 a 6 semaines, 
10 de I'espSce BALB/C, de la souche BALB/C BYJICO. 



Exemple 11 : Criblage des anticorps anti-acide 
abi6tique 

15 Un criblage a ete effectue par la technique ELISA 

indirect comme suit : 

des plaques de polystyrene Maxisorb NUNC 
(commercialis§es par la societe Polylabo Paul Block sous 
la reference 4-39454) sont sensibilisees avec 100 ]il 

20 d'acide abi^tique couple a un oligonucl6otique (ODN) comme 
decrit dans I'exemple 2 a 0,25 pg/ml d'acide abietique-ODN 
dans du tampon PBS x 3 (NaCl 0,45 M ; phosphate de sodium 
0,15 M / pH7,0). Les plaques ont ete incubees une nuit k 
22**C ou une heure a 37** C, Les plaques ont ete saturfees 

25 avec lOOpl de tampon PBS (50mM phosphate et ISOmM NaCl, pH 
7,2) additionne de 1% d'extrait de lait lyophilise 
(R6gilait) durant 1 heure a 37^*0 . 100 ]il d' anticorps, 
dilu6s dans du PBS-Tween 20 a 0,05 % ont et6 ajout6s et 
incub6s une heure a 37*^0. 100 d ' immunoglobulines anti- 

30 Ig totales de souris conjuguees a la phosphatase alcaline 
(Jackson Laboratories reference 115-055-062) dilues au 
1/2000 dans du tampon PBS-BSA 1% (phosphate buffer saline- 
bovine serum albumine) ont ete ajoutes et incubes pendant 
une heure a 37 ^'C. La revelation a ete effectuee par 
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addition de 100 pi de p-nitrophenylphosphate ( (pNPP) , 
coirunercialis^ par bioMerieux, reference 60002990) ^ la 
concentration de 2 mg/ml dans de la DEA-HCl (conuuercialise 
par bioM6rieux, reference 50002989), pH 9,8, at incubation 
pendant 30 minutes a 37 'C. La reaction a ensuite 6te 
bloquee avec 100 pi de NaOH IN. Trois lavages ont 6t6 
effectu6s entre chaque 6tape avec 300 ul de PBS-Tween 20 S 
0,05 % et un lavage supplementaire a 6t6 r6alis6 en eau 
distill^e avant d'ajouter le pNPP. 

Exemple 12 : Couplage de 1' ester C^BHj^OeNa sur un 
anticorps anti-alpha- foeto-proteine (anti-AFP) 

Le derive N-hydroxysuccinimide est coupl^ h un 
5 anticorps monoclonal anti-AFP dans un melange tampon 
borate de sodium 0, IM pH 9,2 contenant 8% en volume de 
dim^thylsulfoxide. Le rapport molaire anticorps / d6riv6 
est 1/45. Le milieu reactionnel est agit6 4 heures S 
temperature ambiante, avant d' §tre dialys^ centre du PBS. 
,0 - Mise en en evidence immunologique du greffage du 

derive de I'acide abi6tique sur 1' anticorps. 

Les puits d'une plaque de microtitration NUNC 
MAXISORB sont sensibilis6s pendant deux heures A 37»C avec 
une solution de 1' anticorps obtenu prec6demment dilu§ a 
25 lOug/ml dans un tampon carbonate 50 mM. Apres lavage au 
PBS- 0.5% Tween 20, des solutions d' anticorps anti-acide 
abi6tique marques a la peroxydase dilues dans du PBS-Tween 
contenant 10% en volume de serum de cheval sont incubees 
une heure a 37»C. Apres lavages, on ajoute le substrat 
30 enzymatique, o-phenylene diamine, la reaction 
colorimetrique est stoppee par ajout d' acide sulfurique 
IN. L'intensite de la coloration est lue a 492 nm sur un 
lecteur Axia Micro-reader, bioMerieux. Les signaux 
specif iques obtenus sont de 2500 milliabsorbances . 
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Exemple 13 : Couplage du derive giycyl-glycine 
hydrazide sur polymere et greffage sur anticorps anti- 
alpha foeto proteine (AFP) 

10 111 (150 yg) d' une solution a 15 mg/ml d'AMVE 
dans du DMSO anhydre sont mis S reagir avec 10 ]il (2 ]ig) 
d' hydrazide glycyl-glycine de I'acide abietique en 
presence de 980 pi de DMSO anhydre. Le melange est agite 
vivement pendant 5 min, puis 15 \xl de ce milieu sont 
additionn6s a 1 ml d' anticorps anti-AFP polyclonal a 0, 5 
mg/ml dans un tampon Tris 50 mM, pH = 9,2. he couplage est 
effectu6 pendant 1 nuit a 37"* C. 

Exemple 14 : Couplage de I'acide abietique et d'un 
15 anticorps polyclonal de lapin anti-alpha f oeto-proteine 
sur la copolymere AMVE 

Dans 1 ml de dimethylsulf oxide (DMSO) , sont 
dissoutes successivement 22 nmoles de copolymere 7\MVE 

20 (masse molaire 67 000 g/mole) puis 16 umoles du derive 
hydrazide issu de 1' exemple 3. Apres 20 minutes 
d' agitation du melange reactionnel a temperature ambiante, 
15 ul de la solution sont pr61eves et ajoutes a 1 ml de 
solution d' anticorps a 0,5 g/1 dans un tampon Tris-HCl 50 

25 itiM pH 9,2, Le milieu reactionnel est agit6 S tempferature 
ambiante pendant 12 heures. Les conjugues sont conserves 
en l'§tat a +4^C. 

Le greffage de I'acide abietique et de 1' anticorps 
polyclonal sur le copolymere AMVE est controle par un test 

30 immunologique comme suit : 

Un anticorps monoclonal de souris dirige centre 
I'acide abietique obtenu selon 1' exemple 10 est dilue a la- 
concentration de 10 yg/ml dans un tampon carbonate 50 raM, 
Les puits d'une plaque de microtitration NUNC MAXISORB 
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sont sensibilises avec cet anticorps pendant deux heures a 
37^*0. Apres lavages au PBS (Phosphate Buffer Saline) - 
0,5% Tween 20, des solutions de complexes AMVE/anticorps 
polyclonal de lapin anti-alpha f oeto-proteine/derive 
5 hydrazide de I'acide abietique dilues dans du PBS-Tween 
contenant 10% en volume de s6rum de cheval sont incubees 
une heure a 37*^0. Deux possibilit6s de detection sont 
possibles a ce niveau de Inexperience : 

- Detection de la fixation du deriv6 hydrazide de 
10 I'acide abietique 

Apr6s trois lavages au PBS-Tween, on incube une 
heure a 37''C avec un anticorps monoclonal anti-acide 
abietique conjugue a la Peroxydase dilue au 1/1500*" dans 
du PBS-Tween contenant 10% en volume de serum de cheval. 

15 Apres lavages, on ajoute le substrat enzymatique, 
o-phenylene diamine, la reaction colorimetrique est 
stoppee par ajout d' acide sulfurique IN. L' intensite de la 
coloration est lue a 492 nm sur un lecteur Axia Micro- 
reader, bioMerieux. Les valeurs de Densite Optique 

20 obtenues sont de 2500 milliAbsorbance pour les 
echantillons et de 170 pour le controle negatif, prouvant 
ainsi que le derive hydrazide de I'acide abietique s'est 
bien fixe sur le polymere. 

- Detection de la fixation de 1' anticorps 
25 polyclonal sur le copolymere AMVE. 

Apres trois lavages au PBS-Tween, on incube une 
heure a 37 ''C avec un anticorps ant i-anticorps de chevre 
conjugue a la Peroxydase dilue au 1/3000° dans du PBS- 
Tween contenant 10% en volume de serum de cheval. Apres 
30 lavages, on ajoute le substrat enzymatique, o-phenyl6ne 
diamine, la reaction colorimetrique est stoppee par ajout 
d' acide sulfurique IN. L' intensite de la coloration est 
lue a 492 nm sur un lecteur Axia Micro-reader, bioMerieux. 
Les valeurs de Densite Optique lues sont de 2500 
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railliAbsorbance pour les echantillons et de 25 pour le 
contraie negatif, prouvant ainsi que I'anticorps 
polyclonal anti AFP s'est bien fixe sur le polymere. 

Cet exemple montre que I'on peut detecter par une 
5 technique sandwich des polymeres porteurs de I'acide 
abietique . 

Exemple 15 : Amplification du signal de detection 
de I'antigene alpha f oeto-prot6ine par les complexes 
10 mixtes AMVE/deriv6 hydrazide de I'acide 

abietique / anticorps polyclonal anti-alpha foeto- 
proteine . 

Un anticorps monoclonal de souris dirige centre 
15 I'alfa foeto-protSine (AFP) est dilue a la concentration de 
10 lag/ml dans un tampon carbonate 50 inM. Les puits d'une 
plaque de microtitration NUNC MAXISORB sont sensibilises 
pendant deux heures a 37 »C avec cet anticorps. Apr6s 
lavage au PBS - 0.5% Tween 20, des solutions d' antigens 
20 AFP dilue dans du PBS-Tween contenant 10% en volume de 
serum de cheval sont incubees une heure ^ 37 'C. A ce stade 
deux precedes de detection sont envisageables, soit d'une 
facon non amplifiee, soit en utilisant le complexe mixte 
pr6cedemment obtenu pour accroitre le niveau de signal. 
25 - D6tection simple de I'antigene AFP 

Apres trois lavages au PBS-Tween, on incube une 
heure ^ 37«C I'anticorps polyclonal anti-AFP conjugue a la 
Peroxydase dilu6 au 1/3000" dans du PBS-Tween contenant 
10% en volume de s^rum de cheval. Apr^s lavages, on aDOUte 
30 le substrat enzymatique, o-ph6nylene diamine, la reaction 
colorimetrique est stoppee par ajout d' acide sulfurique 
IN. L'intensite de la coloration est lue a 492 nm sur un 
lecteur Axia Micro-reader, bioMerieux. Les valeurs de 
densite optique (DO), lues a 492 nm sur I'Axia micro- 
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reader de bioMerieux, pour les echantillons sont 
rapportees dans la figure annexee. 

- Detection amplifiee par ie polymere de 
I'antigene AFP 

5 Apres trois lavages au PBS-Tween, on fait incuber 

une heure a 37 °C ie conjugue mixta polymere / acide 
abietique hydrazide / anticorps polyclonal anti-AFP dilue 
au l/SO"* dans du PBS-Tween contenant 10% en volume de 
serum de cheval. Apres lavages, on incube pendant une 

10 heure a 37*'C un anticorps anti-acide abietique marque a la 
peroxydase. Apres lavages, on ajoute le substrat 
enzymatique, o-phenylene diamine. La reaction 

colorimetrique est stoppee par ajout d' acide sulfurique 
IN. L'intensite de la coloration est lue a 492 nm sur un 

15 lecteur Axia Micro-reader, bioM^rieux. Les valeurs de DO, 
lues a 492 nm sur I'Axia micro-reader de bioMerieux, pour 
les echantillons sont rapportees dans la figure annexee. 

Les- resultats montrent que 1' utilisation de 
polymere permet d' amplifier les signaux de detection lors 

20 de 1' utilisation d'une technique ELISA;, 

Exemple 16 : Essai en competition avec des 
hormones naturelles 

25 Un test ELISA en competition a ete effectue selon 

la technique decrite dans le brevet FR 93 07093 cit6 
prfecedemment en utilisant les hormones naturelles T3, T4, 
progesterone, testosterone et ©estradiol . Bien que les 
hormones st6roldiennes presentent une analogic de 

30 structure avec 1' acide abietique/ il ne faut pas que les 
anticorps developpes presentent des reactions croisees 
avec ces hormones . 

La phase antigene a ete obtenue comme decrit dans 
1' exemple 11, puis on incube une heure a 37**C des 
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IS 



20 



concentrations croissances d' hormone dissoute dans une 
solution k 5 ug/ml d'un anticorps anti-acide abietique 
dans du PBS-Tween contenant 10% en volume de serum de 
cheval. Apres lavages au PBS Tween, un anticorps anti- 
anticorps de souris couple a la peroxydase en solution 
dans du PBS Tween - cheval est incube une heure a 37'C. 
Apres lavages, on ajoute le substrat enzymatique, 
o-ph6nylene diamine La reaction colorimetrique est stoppee 
par ajout d' acide sulfurique IN. L' intensity de la 
coloration est lue a 492 nm sur un lecteur Axia Micro- 
reader, bioM^rieux. 

Les resultats montrent qu' il n' y a pas 
d' inhibition avec les hormones steroidiennes telles que 
oestradiol, testosterone et progesterone. Par centre on 
observe une reaction croisee avec les hormones 
thyroldiennes T3 et T4. On obtient 25% d' inhibition pour 
une concentration de 0,33 umole/ml d' hormone ce qui est 
bien au dela des concentrations physiologiques en hormone 
totale (c'est a dire libre et liee) qui sont 
respectivement de 2 - 4 nmole/1 pour la T3 et 50 - 100 
nmole/1 pour la T4 . Ces resultats permettent de conclure 
que les anticorps anti-acide abietique sont tres 
specifiques et peuvent etre utilises dans le domains de 
1' analyse sans risque de reaction crois6e. 
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REVENDICATIONS 



1. Derive sature ou insature de I'abietane de 
formule generale (I) 

5 




17 



19 Z 

dans laquelle Z est choisi dans le groupe 
consistant en -COOR^ -CONR^R% -COONR^rS -C0R% -CON, 
10 -COOR^ -CHOHR"', -SR®, -or®/ -CN, -CNO, -CNS/ -NCO, -NCS, 
-R^R^CR^ ; 

ou R\ R^, R^ et R"*, independamment les uns des 
autres representent un atome d'hydrogene, un radical 
alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un radical 

15 aryle de preference comprenant de 6 a 20 atomes de 
carbone, eventuellement substitue ; un radical alc6ne 
comprenant de 7 a 10 atomes de carbone / un radical alcyne 
comprenant de 1 a 10 atomes de carbone; un radical 
aminoacyle ou peptidyle eventuellement substitue, ou R^ et 

20 R^ ou R^ et R^ ensemble peuvent former un cycle ou un 
heterocycle ; R^ represente un atome d'hydrogene, un 
radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 

25 radical aryle, eventuellement substitue, comprenant de 6 a 
20 atomes de carbone; R^ represente un atome d'hydrogene. 
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un halogene, un radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone/ un radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 A 10 atomes 
de carbone, un radical aryle, eventuellement sxabstitue, 

5 comprenant de 6 a 20 atomes de carbone; R'' represente un 
atome d'hydrogene, un radical alkyle comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone", un radical alcyne comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone / R® represente un atome d'hydrogene, un 

10 radical alkyle un radical alkyle comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a* 10 
atomes de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone; et R' est choisi parmi -CN, -CNO, -CNS, 
-NCO et -NCS ; 

15 ^ la condition que 

(a) si ledit derive de I'abietane est un deriv6 

sature : 

- Z ne represente pas I'un quelconque des 
radicaux suivants : -COOH, -NCO, -CONH2, -CN, 
20 N-benzylamide, N-isopropylamide, 

N-cyclohexylamide, N-cyclopentylamide, N- 

alphal-phenylethylamide, N, N-dibenzylamide, N- 
methyl-N-cyclohexylamide, N-methyl-N- 
phenylamide, 

25 N-phenyl-N-benzylamide, anilide, et 

-CONH[- (CH2)m-C6H5-nX'n] ou m est egal a 0 ou 1, n 
est egal a 1, 2 ou 3, et X' represente un atome 
d'halogene, un groupe alkyle inf6rieur, un 
groupe haloalkyle, un groupe hydroxyle, un 

20 groupe alcoxy inferieur, un groupe nitro, un 

groupe carbonyle, un groupe carboalcoxy et un 
groupe methyle, 
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(b) si ledit derive de I'abietane est un derive 
insature : 

- Z ne represente pas I'un quelconque des 
radicaux suivants : -COOH, N-isopropylamide, 
N~me thy 1-N-cyclohexyl amide, N-cyclohexylamide, 
N-decylamide, N-dodecylamide, N-pentadecylamide/ 
N-allylamide, N, N~diallylamide, 
N-cycloheptylamide, N-cyclopentylaiuide, 
N-benzyl amide, N-alpha-phenylethylamide, 
N-alpha-phenylpropylamide, N, N-dibenzylamide/ 
N-beta-phenylethylamide, M-ethyl-N-benzylamide, 
N-methyl-N-phenyl amide, anilide, et 
-CONH [- (CHalm-CoHs-nX' n] ou m est egal a 0 ou 1, n 
est egal a 1, 2 ou 3, et X' represente un atome 
d'halogene, un groupe alkyle inferieur, un 
groupe haloalkyle, un groupe hydroxyle, un 
groupe alcoxy inferieur, un groupe nitro, un 
groupe carbonyle, un groupe carboalcoxy et un 
groupe methyle, 

- Si Z represente -COOR^, ne represente ni H, 
ni un radical methyle, ethyle ou benzyle, 

- Si Z represente -CONR^R^ et si I'un de R^ et R^ 
represente H, 1' autre de R^ et R^ ne represente 
pas H, et si I'un de R^ et R^ represente le 
radical ethyle, 1' autre de R^ et R^ ne 
represente pas le radical ethyle, 

- Si Z represente -COR^ ou -CHOH 'R\ R^ et R'' ne 
representent pas H. 

2. Derive selon la revendication 1, dans lequel le 
radical alkyle comprerid 6 atomes de carbone et le radical 
aryle comprend de 6 a 14 atomes de carbone - 

3. Derive selon les revendications 1 et 2, dans 
lequel -COONR^R'' represente un ester de 
N-hydroxysuccinimide, -COR*^ represente un chlorure d'acide, 
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-CONR^R^ represente un groupement amide N-substitue dans 
lequel R^ et R^ independamment I'un de 1' autre represente 
un atome d'hydrogene, un radical polyethyleneglycol/ un 
radical peptidyle eventuellement substitue comprenant de 2 
5 a 6 residus aitiinoacyles et -COOR^ est un ester de 
poly6thyleneglycol . 

4. Derive selon la revendication 3, dans lequel 

et R^ independamment I'un de 1' autre represente un atome 
d'hydrogene, un radical tetraethyleneglycol , un radical 
10 hexaethyleneglycol ou un radical glycyl-glycine et -COOR^ 
est choisi parmi les esters de tetraethyleneglycol et 
d' hexaethyleneglycol . 

5. D6rive selon la revendication 4, dans lequel le 
radical glycyl-glycine est substitue par la 

15 N-hydroxysuccinimide. 

6. Conjugue derive de I'abietane selon la formule 

(II) 




17 



19 Z-X-Y 

20 

dans laquelle Z est choisi dans le groupe 
consistant en -COOR^ -CONR'rS -C00NR^R\ -C0R% -CON, 
-COOR^ -CHOHR\ -SR*, -0R^ -CN, -CNO, -CNS, -NCO, -NCS, 
-R*R^CR' ; 

25 dans lesquels rS R-, R' et R', independamment les 

uns des autres representent un atome d'hydrog^ne, un 
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un 



radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, 
radical aryle comprenant de 6 a 20 atomes de carbone, 
§ventuellement substitue ; un radical alcene comprenant de 
7 a 10 atomes de carbone ; un radical alcyne comprenant de 
1 a 10 atomes de carbone; un radical aminoacyle ou 
peptidyle eventuellement substitu6, ou et ou R^ et R* 
ensemble peuvent former un cycle ou un hetirocycle ; R* 
represente un atome d'hydrogfene, un radical alkyle 
comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un radical alc6ne 
comprenant de 1 S 10 atomes de carbone, un radical alcyne 
e comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un radical 
aryle, Eventuellement substitue, comprenant de 6 a 20 
atomes de carbone; R" represente un atome d'hydrogene, un 
halogene, un radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de 
carbone, un radical alc6ne comprenant de 1 a 10 atomes de 
carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes de 
carbone, un radical aryle, eventuellement substitu6, 
comprenant de 6 a 20 atomes de carbone; R' represente un 
atome d'hydrogene, un radical alkyle comprenant de 1 S 10 
atomes de carbone, un radical alcene comprenant de 1 ^ 10 
atomes de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone ; R' represente un atome d'hydrogene, un 
radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes de carbone; et 
R' est choisi parmi -CN, -CNO, -CNS, -NCO et -NCS ; 

X est choisi parmi une chalne aliphatique (CH2)n 
dans laquelle n est un nombre entier compris entre 0 et 
10, un ethylene glycol ou un polyethyl^neglycol, , un 
r6sidu aminoacyle ou peptidyle; 

Y represente un polymere choisi parmi les 
proteines, les polypeptides, les oligonucleotides ou 
polynucleotides et les polymeres chimiques ; 
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a la condition que si ledit conjugue comprend un 
derive insature de I'abietane Y ne soit pas la BSA. 

7. Conjugue selon la revendication 6, dans lequel 
-COONR^R'' represente un ester de N-hydroxysuccinimide, 

5 -COR^ represente un chlorure d'acide, -CONR^R^ represente 
un groupement amide N-substitue dans lequel R^ et R^ 
independamment I'un de 1' autre represente un atome 
d'hydrogene ou un radical peptidyle eventuellement 
substitue comprenant de 2 a 6 rfesidus aminoacyles . 

10 8. Conjugue selon la revendication 6, dans lequel 

le radical peptidyle est un radical glycyl-glycine et 
avantageusement le radical glycyl-glycine est substitue 
par la N-hydroxysuccinimide . 

9. Conjugue selon I'une quelconque des 
15 revendications 6, 7 ou 8, dans lequel X est choisi parmi 

{CH2)6, un ethyleneglycol, un polyethyleneglycol, un 
radical peptidyle comprenant de 2 a 10 residus aminoacyles 
et Y represente un polymere choisi parmi la BSA, les 
oligonucleotides de 18 a 22 mers, les homopolymeres 
20 d' anhydride maleique, les copolymeres a base d' anhydride 
maleique; les copolymeres a base de N-vinylpyrrolidone et 
les polysaccharides . 

10. Conjugue selon la revendication 9, dans lequel 
le polymere est choisi parmi les oligonucleotides de 20 

25 mers et avantageusement 1' oligonucleotide SEQ ID NO 2, les 
poly (anhydride maleique-ethylene) , les poly (anhydride 
maleique-propyiene) / les poly (anhydride maleique-mfethyl- 
vinyl6ther) (AMVE) et le N-vinyl pyrrolidone-N- 
acryloxysuccinimide (NVP-NAS) . 

30 11. Conjugue selon la revendication 10, dans 

lequel le polymere est couple a au moins une proteine 
et/ou un polypeptide et/ou un oligonucleotide. 

12. Precede pour I'obtention d' anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux, selon lequel on immunise un 
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organisme approprie, selon des techniques connues, avec un 
conjugal tel que defini dans les revendications 6 a 11. 

13. R6actif, comprenant en outre un derive sature 
ou insatur6 de I'abietane r§pondant a la formula (I) 




19 Z 



10 



15 



dans laquelle Z est choisi dans le groupe 
consistant en -COOR^ -CONR^R^ -C00NR^R\ -C0R% -CON, 
-COORS -CH0HR\ -SRS -0R^ -CN, -CNO, -CNS, -NCO, -NCS, 

-r^r^cr' ; 

oti b}, rS et R\ ind^pendamment les uns des 

autres repr6sentent un atome d'hydrogene, un radical 
alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un radical 
aryle de preference comprenant de 6 a 20 atomes de 
carbone, eventuellement substitue ; un radical alcene 
comprenant de 7 a 10 atomes de carbone ; un radical alcyne 
comprenant de 1 a 10 atomes de carbone; un radical 
aminoacyle ou peptidyle eventuellement substitu6, ou R* et 
20 r2 ou R^* et R' ensemble peuvent former un cycle ou un 
h^terocycle ; R' represente un atome d'hydrogene, un 
radical alkyle comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes de carbone, un 
radical aryle, eventuellement substitue, comprenant de 6 4 
20 atomes de carbone; R^^ represente un atome d'hydrogene. 



25 
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10 



15 



20 



25 



30 



un halogene, un radical aikyle comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 atomes 
de carbone, un radical aryle, eventuellement substitue, 
comprenant de 6 a 20 atomes de carbone; R"' represente un 
atome d'hydrogene, un radical aikyle comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone ; represente un atome d'hydrogene, un 
radical aikyle un radical aikyle comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcene comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone, un radical alcyne comprenant de 1 a 10 
atomes de carbone; et R' est choisi parmi -CN, -CNO, -CNS, 

-NCO et -NCS ; 

a la condition que si ledit derive de I'abietane 
est un derive insature, Z ne represente pas un radical 
acide carboxylique, 

ledit derive etant couple a une proteine choisie 
parmi les polypeptides, les antigenes et les anticorps, 

14. Reactif, comprenant en outre un anticorps 
monoclonal ou polyclonal obtenu selon le precede de la 
revendication 12, ledit anticorps etant immobilise sur un 
support solide et/ou marque par tout marqueur approprie. 

15. Utilisation d' un reactif tel que defini selon 
les revendications 13 et/ou 14 dans un test de diagnostic. 

16. Composition diagnostique comprenant en outre 
un r6actif tel que defini selon les revendications 13 
et/ou 14, 

17. R6actif, comprenant en outre un conjugue tel 
que d6fini selon les revendications 6 a 11. 

18. Utilisation d' un reactif tel que d§fini selon 
les revendications 14 et/ou 17 dans un test de diagnostic. 
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19. Composition diagnos tique comprenant en outre 
un reactif tel que defini seion les revendications 14 
et/ou 17. 

20. Dispositif comprenant outre un support solide 
un anticorps monoclonal ou polyclonal obtenu selon le 
precede de la revendication 12 immobilise directement ou 
indirectement sur ledit support solide. 

21. Composition pour le dosage et/ou le suivi de 
produits chimiques comprenant en outre un conjugu6 tel que 
d6fini dans les revendications 6 a 11 et un anticorps 
obtenu selon le precede de la revendication 12. 

22. Composition selon la revendication 21, dans 
laquelle ledit conjugue comprend un polymere tel que 
d6fini dans I'une des revendication 10 et 11. 

23. Utilisation d' une composition selon les 
revendications 21 et 22 dans un test pour le dosage et/ou 
le suivi de produits chimiques. 
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